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は じ め に
　血管内皮細胞由来の平滑筋弛緩作用をもつ物質と
して一酸化窒素（NO）が報告されて以来，NOは血
圧調節，神経伝達，免疫調節，感染防御等，さまざ
まな生理作用をもつことが明らかになってきた1-3）．
生体におけるNOの機能を解明するには，NOの検
出・定量システムが必要となり，NO検出法の開発
研究も同時に発展してきた．NOは反応性の高いフ
リーラジカルであり，酸素，スーパオキシド，金属
と速やかに反応するため，生体内で発生しても短寿
命である．また，生体内では低濃度での生成のため
NOを特異的に，かつ高感度で検出・定量する方法
の開発は，現在もなお重要なテーマとなっている．
　近年，生体におけるNOの機能解明に加えて，臨
床現場における診断および疾病を予知するためのバ
イオマーカーとしてNOに関心が集まっている．す
でに，呼気中のNOが気道炎症マーカーとして利用
されており，NOの濃度から喘息の程度や気管支疾
患の種類を判別し，適切な治療に繋げられている4）．
また，肝炎を誘発させたマウスの肝臓，脾臓，血液
中のNO濃度が高くなる結果が得られている等5，6），
炎症性疾患の早期発見にNOが役立つ可能性も指摘
されている．さらに，悪性腫瘍にNOおよびNO合
成酵素が偏在し，NOが癌の進行と抑制に重要な働
きをしていることも報告されている7）．したがっ
て，生理作用発現に関わるNOの役割の解明および
バイオマーカーとしての利用という観点から，NO
の検出・定量法の開発研究は，今後さらに重要にな
ると考えられる．
　本稿では，NO測定法の中でも，操作の容易性と
一般的に高感度であることから注目されている蛍光
法について，最近の報告例を中心に述べる．
　NOの蛍光プローブが開発される前から汎用され
てきた NOの定量法としては，Griess 法がある8）．
Griess 法は NOの安定な酸化生成物であるNO2－と
NO3－を吸光度法により測定するもので，NO3－を
NO2－に還元し，NO2－の総量を定量することによ
り間接的に NO量を測定する（Fig. 1）．この方法
は，酸性下でスルファニルアミドをNO2－と反応さ
せることにより生成するジアゾニウム塩と，N-1-ナ
フチルエチレンジアミンとのカップリング反応によ
り生成するアゾ化合物の，540 nm における吸光度
を測定するものである．安価な試薬で容易に測定で
きる利点があるが，検出限界が 1 µM程度と感度が
低い．
蛍光光度法による検出
　1）NOの酸化代謝物を定量する蛍光プローブ
　長野らにより先駆的に開発されたジアミノフルオ
レセイン（DAF）は9），蛍光団にフルオレセインを
用いたNOの蛍光プローブであり，複数の異性体の
中でもDAF-2 が検出限界 5 nMと最も高感度であ
る（Fig. 2）．本プローブは，隣接したジアミン部分
が，NOと O2 との反応により生成するN2O3 あるい
は NO＋と反応してトリアゾール体（DAF2-T）を
形成するもので，反応前は弱蛍光性で，反応後に強
蛍光性になることを利用している．また，細胞内
NO測定への応用として，DAF-2 のフェノール性水
酸基をアセチ化したエステル体 DAF-2 Diacetate
（DAF-2 DA）が開発された9）（Fig. 3）．DAF-2 DA
は脂溶性が高く細胞膜透過性であるが，細胞内のエ
ステラーゼによって加水分解され，負電荷を帯びた
フェノール性水酸基を生じて細胞内から漏出しがた
くなるよう設計されたものである．
　また，フルオレセインよりも長波長の 560 nmで
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励起されるローダミンを発色団とするジアミノロー
ダミン（DAR）も開発されている10）（Fig. 4）．現在
DAF-2 DAと DAR-4M AMは市販されており，生
体NO研究に広く使用されている．
　DAF および DAR が細胞内の NO研究に広く使
用されるに伴い，問題点も現れてきた．それらは，
細胞内に存在するジヒドロアスコルビン酸（DAA），
アスコルビン酸（AA），メチルグリオキサール
（MGO）が，o-フェニレンジアミン部分と縮合した
際に蛍光を発することと，生理的 pH 下でトリア
ゾールが脱プロトン化されて電子豊富な状態に
なり，光誘起電子移動機構（PTE: photoinduced 
electron transfer）による蛍光強度の減少が起き，
感度が低下することである．細胞内のNOを定量す
る際のこれらの問題点に対して，Shear らは最近，
特異性の高い新たな蛍光プローブ NO550 を報告し
た11）（Fig. 5）．NO550 は，NOが O2 存在下で生成す
るN2O3 あるいはNO＋と反応してニトロソアミン体
1を生成後，芳香族求電子置換反応によりヒドロキ
シヒドラジン体 2となり，引き続く脱水により蛍
光性物質AZO550 を与える．AZO550 は，470 nm の
励起光に対して 550 nm の蛍光を発し，その強度
Fig. 1　The Griess reaction Fig. 2　Reaction of NO with DAF-2
Fig. 3　Fluorometric detection of NO using DAF-2DA diﬀuses into cells where esterases hydrolyze the diacetate residues
Fig. 4　A ﬂuoresent NO probe based on rhodamine chromophore
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は NO550 に比べて 1500 倍以上増大する．また，
pH4.5-9 の範囲では蛍光強度に差が見られない．更
に，H2O2，NO3－，NO2－，ONOO－，ClO－，O2－， 
・OH，O3，1O2 および DHA，AAとの反応ではブ
ランクとの差がみられず，NOに対して高い選択性
が示されている．IFN-γと IL-1βにより刺激された
新生児の脊髄アストロサイトを NO550 とインキュ
ベートした場合に強い蛍光が得られ，サイトカイン
刺激を行わないと極微量の蛍光しか得られないこと
により，NO550 が細胞内で産生されるNOを検出し
ていることが確認された．
　最近，Guoらは，H2O2，NO2－，ClO－，O2－，・OH，
1O2 には不活性であり，また DHA，AA，MGOに
も反応せず，NOを選択的に検出する蛍光プローブ
3を報告した12）（Fig. 6）．プローブ 3は，o-フェニ
レンジアミンの 1つのアミノ基がピロニン色素に直
接結合することにより，DHA，AA，MGOとは縮
合し難くなること，NOの酸化体と反応して形成す
るトリアゾール環が酸性プロトンをもたないため，
生理的 pH下でもトリアゾールアニオンが生成せず
蛍光の減弱が起こらないことを期待して合成され
た．実際にプローブ 3は pH7-8 で最も NO検出力
の高いことが示されている．プローブ 3はトリア
ゾール体 4に変換されると，570 nm の励起光に対
して 616 nm の蛍光を発するが，3自体は 456 nm
に吸収ピークを示すものの蛍光を発せず，PTE機
構により蛍光のオン‒オフが調整されている．また，
トリアゾール体 4はグルタチオン（GSH）およびシ
ステイン（Cys）と反応し，それぞれ 618 nm（赤
色光），536 nm（緑色光）の蛍光を発する化合物 5
および 6を与えることも明らかになった（Fig. 7）．
Fig. 5　 Probe NO550 and the proposed stepwise route 
to AZO550
Fig. 6　Proposed sensing mechanism of probe 3 for NO
Fig. 7　Proposed reaction mechanisms of 3 with NO in the presence of Cys and GSH
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生物学的応用として，B16 cells を 3で前処理した
後，DEA·NONOate とインキュベートすると細胞
内のグルタチオンおよびシステインと反応したこと
を示す赤色光および緑色光の両方の強い蛍光が観測
されたことから，プローブ 3が細胞内のNOを検出
していることが確認されている．また，ミトコンド
リアの蛍光マーカーを共存させた実験から，3はミ
トコンドリア内のNOも検出可能であることが示さ
れた．さらに，マクロファージ RAW264.7 を用い
た実験で，IFN-γおよび LPS 刺激後に蛍光の増強
がみられており，細胞内で産生するNOの画像化に
成功している．
　その他，PET機構により蛍光のオン‒オフが調整
されるNOの蛍光プローブとして，BODIPY（boron 
dipyrromethene）色素を利用したものが開発され
ている（Fig. 8）．長野らは o-phenylenediamine と
BODIPY を結合させた diaminobenzene-BODIPY
誘導体（DAMBO）を合成し，DAF-2に比べてNO＋
との反応効率が約6倍高いことを報告した13）．また，
Guo らは 2-amino-3’-dimethylaminobiphenyl （AD）
とBODIPYを結合させたプローブ 7を報告した14）．
プローブ 7は，NOと反応する前はPET機構により
蛍光を発しないが，NOと反応してジアゾ化合物 8に
なると蛍光を発する．検出限界は 30 nMでNO特異
性が高い．HL-7702 細胞を用いて，細胞内NOの画
像化にも成功している．
　2）金属錯体を用いたNOの蛍光プローブ
　金属錯体を用いた蛍光プローブの開発研究は，発
蛍光団が金属に配位しているときには蛍光を発せ
ず，NOと反応して配位子である発蛍光団が金属か
ら外れると蛍光が復活するという原理に基づいてい
る．主に，遷移金属に発蛍光団を配位させた錯体を
用いる例が多いが，ほとんどの場合においてプロー
ブが水溶液に溶けないか，不安定であった．しかし
最近，2価の銅を用いてNOを直接検出する，特異
性の高い蛍光プローブが報告された．
　Lippard らが開発した，発蛍光団が CuII に配位
した CuFL15 は，フルオレセインをベースにしたも
ので，NOと直接反応し蛍光を発するプローブであ
る15）（Fig. 9）．CuFL15 自体は蛍光を発しないが，
NOと反応するとCu（II）が Cu（I）に還元され，生
じた NO＋により第二級アミンが N-ニトロソ化さ
れると共に，Cu（I）が脱離することで強い蛍光を
発する CuFL15-NO が生成する．NO の検出限界
は 5 nMであり，またH2O2，HNO，NO3－，NO2－，
ONOO－，ClO－，O2－等の活性酸素種および窒素酸
化物ではわずかしか蛍光を発しないNOに特異性の
高いプローブである．CuFL15 は細胞膜透過性があ
り細胞毒性が低いものの，細胞内に留まらずに細胞
外に拡散するため，生物学的な実験では効果が得ら
れなかった．そのため，細胞内に入った後，エステ
ラーゼによる加水分解を受けてカルボキシラートイ
オンが生成することにより細胞外に漏出させなくす
ることを企図して，エステル基を導入したプローブ
FL1E が合成された（Fig. 10）．さらに，FL1Eを加
水分解したカルボン酸FL1Aおよび蛍光プローブの
キャリアーとして使用されている親水性のデキスト
ランをFL15 に結合させたFLDEX を合成し，それら
をCu（II）に配位させたプローブの蛍光強度を測定
した結果，NO存在下において CuFL1E，CuFLA，
Fig. 8　BODIPY-based ﬂuorescence NO probes
Fig. 9　Fluorescence turn-on for the FL15-NO probe
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CuFLDEX の蛍光がそれぞれ約 5 倍，11 倍，7 倍増
強した．また，NO2－，NO3－，ClO－，H2O2，ONOO－，
HNO，NO2 存在下では，蛍光の増強がわずかしか
みられなかった．細胞内NO検出への応用として，
マクロファージ RAW264.7 を用いて IFN-γおよび
LPS 刺激前後の NO量の変化を測定し，その画像
化に成功している．また，CuFL1E が細胞内のミト
コンドリアで発生するNOと反応していることも確
認されている．
　その他，Cu（II）と発蛍光団の錯体としてローダ
ミン骨格を有するもの，ナフトイミダゾール骨格を
有するものが報告されている．Duan らは，最近ス
ピロラクタム構造を有する蛍光プローブ RB-TP と
RB-Py を報告した16）（Fig. 11）．これらのプローブ
は，NOあるいは Cu2＋のみを加えただけでは蛍光
に変化は見られず，プローブと Cu2＋が共存してい
るところへNOを加えていくと 580 nmの蛍光が増
強する．RB-TP の検出限界は 5 nMであり，RB-Py
の検出限界は 20 nMである．また，NO2－，NO3－，
ONOO－，ClO－，H2O2，1O2 では蛍光の増大は見ら
れず，NO選択性が高い．蛍光増強の原理は，RB-
TP-Cu2＋錯体が NOを酸化して NO＋が生じ，次に
銅錯体の加水分解により生じたアミノ体RB-NH2 が
NO＋と反応し，アミド窒素のニトロソ化と同時に
スピロ環が開環し，強い蛍光を発する RB-NH2-NO
が生成するというものである（Fig. 12）．生物学的
な応用として，RB-TP と Cu2＋を HeLa 細胞とイン
キュベートすることにより，プローブが細胞内に取
り込まれることを確認した後，NOを加えて更にイ
ンキュベートするとHeLa 細胞の赤色蛍光が増強す
ることを画像により確認している．
Fig. 10　Preparation of FL1E, FL1A, and FLDex
Fig. 11　 Rodamine-based NO probes with spirolactam 
structure
Fig. 12　Proposed reaction mechanism of RB-TP with NO in the presence of Cu2＋
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　また，Zhang らは 5-methoxy-2-（1H-naphtho［2,3-
d］imidazol-2-yl）phenol（MNIP）を合成し，その
Cu（II）錯体がNOと選択的に反応して青色の蛍光
を発することを報告している17）（Fig. 13）．MNIP の
Cu（II）錯体は安定な非蛍光性物質であるが，NO
と速やかに反応して Cu（II）が還元されると共に，
ナフトイミダゾール基の窒素がニトロソ化されて
蛍光を発する．検出限界は 17 nMであり，マクロ
ファージ RAW264.7 および HUVEC 細胞を用いて
細胞内で発生するNOの画像化に成功している．ま
た，マウスを使った in vivo 実験によりMNIP-Cu
が主要な臓器に速やかに分配され安定に存在するこ
と，さらに，急性の肝障害を発症させたマウスの肝
臓，脾臓，血液中において他の臓器よりも蛍光強度
の高いことが示されている．
　3）発蛍光試薬として sesamol を用いた NOの検
出・定量
　sesamol はゴマ油から得られる天然のフェノー
ル誘導体であり，抗酸化物質である．荒川らは，
sesamol を用いた従来の発蛍光機構とは異なるNO
の検出，定量法を見出した18）．この方法における
発蛍光物質は，NOとの反応により sesamol の 6 位
どうしが酸化的にカップリングした 2量体であり，
365 nmの励起光に対して 447 nmの蛍光が観測され
る（Fig. 14）．検出限界は 4.0×10－13 mol/assay と
市販のDAF-2 と同等な高感度検出が可能である．
また，NOを直接検出している点が優れている．唯
一OHラジカルとも反応して蛍光を発するが，NO2－，
NO3－，ONOO－，H2O2，O2－では蛍光がみられな
い選択性の高い方法である．pHによる影響，溶媒
効果の検討により，モノアニオンが生成する pH領
域かつ非プロトン性溶媒中にて蛍光量子収率が最
も高かったことから，モノアニオンが生じて分子
内水素結合を形成することにより，平面性の高い
構造をとった場合に強い蛍光を発することが示唆さ
れた19）（Fig. 14（A））．
　筆者らは sesamol 二量体の発蛍光性に着目し，予
め sesamol 骨格を連結させた化合物を用いれば，酸
化的カップリング反応が分子内で起こるため，反応
速度が上昇し，蛍光の増強と短時間での NOの検
出・定量が期待できると考えた．また，試薬の低濃
度化にも繋がる．そこで，カップリング生成物の
平面性の高さを重視した化合物 10を新たなNOの
検出試薬としてデザインした（Fig. 15）．化合物 10
と sesamol について，NOとの反応における酸化的
カップリングの起こり易さとして，反応前後におけ
Fig. 13　The reaction of MNIP-Cu with NO
Fig. 14　The reaction of sesamol with NO
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る標準生成エンタルピーの変化量（ΔΔHºf）を，
また，生成物の平面性の度合いとして，最安定化
構造におけるベンゼン環同士がなす二面角（炭素
原子 1,2,3,4 がなす二面角）を半経験的分子軌道法
計算（PM3 法）により求めた．その結果，化合物
10（ΔΔHºf ＝－2.67 kcal/mol，二面角＝ 23.0°）の
酸化的カップリング反応が発熱的に進行し，生成
物の平面性も高くなることが示唆され，いずれも
sesamol に比べて優位であることが分かった．化合
物 10は，水溶性を高めたリン酸エステル，細胞膜
を通過後エステラーゼによる分解により水溶性が高
まり，細胞内に留まることが期待できるエステル体
等へ誘導可能と考えられることから（Fig. 16），ま
ず化合物 10の合成を検討した（Fig. 17）．
　市販の原料 12に対して，Baeyer-Villiger 酸化と
続く加水分解により化合物 13を得た後，水酸基を
Fig. 15　Comparison of standard enthalpy of formation in the oxidative coupling of sesamol and compound 10
Fig. 16　Some derivatives of sesamol dimer which have hydrophilic groups
Fig. 17　Synthesis of compound 10
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MOM基で保護して 14とした．引き続くハロゲン‒
リチウム交換反応を経て，臭素をヨウ素に変換した
化合物 15とした後，2段階の薗頭反応により化合
物 17を得た．次いで，MOM基を脱保護し，最後
に Lindlar 触媒を用いた接触還元を行い化合物 10
の合成を完成した．現在，化合物 10とNOの反応
性および酸化的カップリング生成物の発蛍光性を検
討している．
お わ り に
　以上，NOの蛍光プローブについて，最近開発さ
れた例を中心に概説した．NOが反応性の高い短寿
命ラジカルであるため，従来は，安定な酸化体に変
化させてから定量する方法が多かったが，高感度で
直接検出・定量することが可能になってきた．NO
は生体内で NO2－および NO3－に変換されるが，
NO2－，NO3－から還元的に NOが再生する系が存
在することも報告されている．したがって，NOを
直接的にかつ細胞レベルで検出可能になってきたこ
とは大きな進展である．NOをバイオマーカーとし
て，診断および疾患の予防に応用するには，生体サ
ンプルから迅速に，かつ高感度にNOを検出する必
要があるのみならず，血液や血漿中のNO量と，対
象となる組織のNO量を関係づけるシステム作りが
課題となる．その場合には，NO，NO の酸化代謝
物，さらにはNOと生体分子との反応生成物の定
量を行い，それらを総合的に病態と関連づける必要
があると思われる．今回，蛍光法を用いたNOおよ
びNOの酸化代謝物の検出・定量法の進歩について
述べたが，疾患の早期診断，予防に活用するには，
今後NOとタンパク質等の生体成分との反応生成物
を検出・定量する方法の発展も重要と考えられる．
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